异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）治疗重型再生障碍性贫血（SAA）的目标是在获得稳定植入的同时尽量避免发生移植物抗宿主病（GVHD）[@b1]。以环磷酰胺（Cy）、抗胸腺细胞球蛋白（ATG）或全身放疗（TBI）为基础的清髓性方案能极大地降低SAA的移植排斥率。但是强烈预处理可增加GVHD发生风险，同时也可导致脏器功能严重损伤，增加移植相关死亡率（TRM）[@b2]。传统方案中Cy总量达到200 mg/kg[@b3]，许多研究者尝试使用减低剂量的Cy联合其他免疫抑制剂的预处理方案，但是Cy的最适合剂量尚存在争议[@b3]--[@b8]。此外，在选择移植物时，欧美常将骨髓作为首选，因为相对于外周血造血干细胞移植（PBSCT），骨髓移植GVHD发生率低。然而骨髓移植后造血重建相对较慢，致使感染和（或）移植排斥风险增加[@b9]。我国多采用PBSCT治疗SAA，更需要优化预处理方案以降低GVHD风险。我们进行了一项有关同胞全相合（MSD）-PBSCT治疗获得性SAA的回顾性研究，预处理方案为两种减量Cy+氟达拉滨（Flu）+ATG。结果发现Cy总量为150 mg/kg的预处理方案较Cy总量为120 mg/kg而言，更能有效地降低患者GVHD风险，提高移植后总生存（OS）率。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析2008年4月至2016年3月间在我中心接受MSD-PBSCT治疗的51例获得性SAA患者。男31例，女20例，中位年龄23（4\~45）岁。预处理方案：兔抗人ATG（法国赛诺菲公司产品）（总量10 mg/kg，−9\~−6 d）、Flu（30 mg·m^−2^·d^−1^，−9\~−5 d）和Cy（总量150 mg/kg或120 mg/kg，−4\~−2 d）。31例接受Cy总量150 mg/kg，为Cy150组；20例接受Cy总量120 mg/kg，为Cy120组。两组患者的一般特征见[表1](#t01){ref-type="table"}，差异均无统计学意义，具有可比性。采用环孢素A+短疗程甲氨蝶呤预防GVHD。

###### 预处理方案含环磷酰胺总量150 mg/kg与120 mg/kg MSD-PBSCT的重型再生障碍性贫血患者一般特征比较

  组别             例数   移植时年龄［岁，*M*（范围）］   男性［例（%）］   诊断至移植间期［月，*M*（范围）］   移植前1个月内活动性感染［例（%）］   女供男［例（%）］   输注MNC数［×10^8^/kg，*M*（范围）］   输注CD34^+^细胞数［×10^6^/kg，*M*（范围）］
  ---------------- ------ ------------------------------- ----------------- ----------------------------------- ------------------------------------ ------------------- ------------------------------------- ---------------------------------------------
  Cy150组          31     20（4\~45）                     18（58.1）        3（1\~20）                          2（6.5）                             11（35.5）          8.45（6.17\~16.35）                   2.66（1.96\~5.98）
  Cy120组          20     25（6\~44）                     12（60.0）        3（1\~84）                          3（15.0）                            9（45.0）           8.00（6.07\~19.82）                   2.65（1.97\~6.56）
                                                                                                                                                                                                               
  *χ*^2^值/*z*值          0.947                           0.019             0.030                               0.977                                0.462               0.274                                 0.030
  *P*值                   0.331                           0.891             0.862                               0.323                                0.497               0.600                                 0.862

注：MSD-PBSCT：同胞全相合外周血造血干细胞移植；Cy150组：环磷酰胺总量150 mg/kg；Cy120组：环磷酰胺总量120 mg/kg；MNC：单个核细胞

2．随访及相关定义：随访截止时间为2016年12月31日，存活患者中位随访29.4（9.8\~104.1）个月，其中Cy150组中位随访22.2（9.8\~104.1）个月，Cy120组中位随访33.8（18.1\~86.7）个月。随访内容包括移植后生存、植入、GVHD、感染、移植排斥、继发肿瘤、预处理相关毒性和死亡原因。OS期指自移植当天到死亡或随访截止时间；无失败生存（FFS）指移植后存活且无移植排斥或继发肿瘤事件。粒细胞植入定义为中性粒细胞绝对计数连续3 d≥0.5×10^9^/L，血小板植入定义为至少7 d不输注血小板的情况下PLT≥20×10^9^/L，网织红细胞植入定义为网织红细胞绝对计数≥20×10^9^/L。急性GVHD诊断根据分级系统临床分为0\~Ⅳ级[@b10]，慢性GVHD诊断根据Seattle标准分为局限和广泛型[@b11]。移植排斥指植入后又出现造血功能衰竭、且失去完全供者嵌合[@b12]--[@b13]；完全供者嵌合定义为受者白细胞中供者嵌合水平超过95%。移植当天至移植后第30天为移植早期，移植后第31天至移植后第100天为移植中期，移植100 d后为移植后期。感染包括确诊的细菌血流感染（BSI）、病毒感染以及临床诊断或确诊的侵袭性真菌病（IFD）。预处理毒性观察至移植后42 d，按常见不良反应事件评价标准（Common Toxicity Criteria for Adverse Events，CTCAE version 4.0）评价。

3．统计学处理：采用SPSS 17.0软件进行统计学分析，采用GraphPad Prism 6.01软件绘制生存曲线。连续资料的组间比较采用Wilcoxon检验，*χ*^2^检验用于分类变量或等级变量的频数比较；Kaplan-Meier曲线用于估算生存率、GVHD累积发生率及移植排斥累积发生率，采用Cox比例风险模型对GVHD的风险因素进行单因素及多因素分析。以双侧*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．整体治疗转归：全部51例SAA患者移植后5年预期OS和FFS率分别为92.2%（标准误：3.8%）和88.2%（标准误：4.5%），4例发生移植相关死亡。所有病例获得原发植入，2例发生移植排斥，预期排斥率为4%（标准误：2.7%）。无继发肿瘤发生。Ⅰ\~Ⅳ、Ⅱ\~Ⅳ和Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD 100 d累积发生率分别为28.0%（标准误：6.3%）、14.0%（标准误：4.9%）和8.0%（标准误：3.8%）；cGVHD 2年累积发生率为29.7%（标准误：6.7%），其中广泛型为8.0%（标准误：4.6%）。27例（52.9%）患者移植后发生感染，移植早期、中期和后期感染发生率分别为31.4%、26.0%和10.0%；细菌BSI、临床诊断的IFD和病毒感染的发生率分别为27.5%、7.8%和29.4%。

2．Cy150和Cy120两组比较结果：Cy150和Cy120两组的5年预期OS率分别是93.5%（标准误：4.4%）和90.0%（标准误：6.7%），差异无统计学意义（*χ*^2^=0.170，*P*=0.680）（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}）。Cy150组中2例分别死于侵袭性毛霉病和CMV肠病；Cy120组中2例分别死于中枢神经系统真菌感染和脑出血。Cy150组和Cy120组的5年预期FFS率分别为90.3%（标准误：5.3%）和85.0%（标准误：8.0%），差异无统计学意义（*χ*^2^=0.285，*P*=0.594，[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。移植后7周内5例发生3级预处理相关毒性事件。Cy150组为1例不完全肠梗阻、1例口腔黏膜炎；Cy120组为1例心脏毒性事件（心功能不全）和2例胃肠道毒性事件（1例肝酶升高、1例不完全肠梗阻）。Cy150和Cy120组间植入时间相近，两组粒细胞、血小板和网织红细胞的中位植入时间分别为12（10\~19）d对12（10\~20）d（*z*=0.504，*P*=0.478）、14（12\~23）d对13（8\~29）d（*z*=0.767，*P*=0.381）、15（11\~115）d对14（9\~146）d（*z*=0.668，*P*=0.184）。两组各有1例发生移植排斥，均通过再次移植获得造血重建。Cy120组aGVHD累积发生率显著高于Cy150组\[50.0%（标准误：11.2%）对13.3%（标准误：6.2%），*χ*^2^=7.960，*P*=0.005）\]（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}）。同样，Cy120组2年cGVHD累积发生率也显著高于Cy150组\[54.5%（标准误：11.7%）对13.8%（标准误：6.4%），*χ*^2^=7.759，*P*=0.005）\]（[图2B](#figure2){ref-type="fig"}）。Cy150组与Cy120组移植后感染发生率分别为48.4%与60.0%，差异无统计学意义（*χ*^2^=0.658，*P*=0.417）；细菌BSI（29.0%对25.0%，*χ*^2^=0.099，*P*=0.753）、病毒感染（22.6%对40.0%，*χ*^2^=1.777，*P*=0.183）、IFD（6.5%对10.0%，*χ*^2^=0.207，*P*=0.649）发生率差异均无统计学意义；移植后早期（32.3%对30.0%，*χ*^2^=0.029，*P*=0.865）、中期（20.0%对35.0%，*χ*^2^=1.403，*P*=0.236）、后期（6.7%对15.0%，*χ*^2^=0.904，*P*=0.342）感染发生率差异均无统计学意义。

![预处理方案含Cy120和Cy150重型再生障碍性贫血患者MSD-PBSCT后预期总生存（A）及无失败生存（B）曲线\
Cy150：环磷酰胺总量150 mg/kg；Cy120：环磷酰胺总量120 mg/kg；MSD-PBSCT：同胞全相合外周血造血干细胞移植](cjh-38-08-662-g001){#figure1}

![预处理方案含Cy120和Cy150重型再生障碍性贫血患者MSD-PBSCT后急性（A）及慢性（B）移植物抗宿主病（GVHD）累积发生率\
Cy150：环磷酰胺总量150 mg/kg；Cy120：环磷酰胺总量120 mg/kg；MSD-PBSCT：同胞全相合外周血造血干细胞移植](cjh-38-08-662-g002){#figure2}

3．GVHD风险因素分析：采用Cox比例风险回归模型对移植时年龄（\< 20岁/≥ 20岁）、诊断至移植间期（\<6个月/≥6个月）、是否为女供男、Cy总量（150 mg/kg/120 mg/kg）、输注MNC数（\<8×10^8^/kg/≥8×10^8^/kg）以及移植后是否发生病毒感染或IFD 6个变量进行分析。单因素分析结果见[表2](#t02){ref-type="table"}，发生aGVHD的高危因素包括Cy总量为120 mg/kg及女供男；发生cGVHD的高危因素包括Cy总量为120 mg/kg及移植后发生病毒感染或IFD。将单因素分析有统计学意义的变量纳入多因素分析后显示，Cy总量为120 mg/kg（*HR*=3.89，95% *CI* 1.21\~12.53，*P*=0.023）和女供男（*HR*=4.62，95% *CI* 1.44\~14.86，*P*=0.010）是aGVHD发生的独立危险因素，Cy总量为120 mg/kg（*HR*=4.48，95% *CI* 1.40\~14.32，*P*= 0.011）是cGVHD发生的独立危险因素。

###### 影响重型再生障碍性贫血患者MSD-PBSCT后移植物抗宿主病（GVHD）的单因素分析（%）

  因素                  急性GVHD       慢性GVHD                  
  --------------------- -------------- ---------- -------------- -------
  移植时年龄                           0.708                     0.083
   \< 20岁              25.0（9.7）               15.6（8.3）    
   ≥ 20岁               30.0（8.4）               39.9（9.4）    
  诊断至移植间期                       0.700                     0.282
   \< 6个月             28.9（7.4）               33.9（8.0）    
   ≥ 6个月              25.0（12.5）              16.7（10.8）   
  Cy总量                               0.005                     0.005
   150 mg/kg            13.3（6.2）               13.8（6.4）    
   120 mg/kg            50.0（11.2）              54.5（11.7）   
  是否为女供男                         0.001                     0.708
   是                   52.6（11.5）              37.0（12.0）   
   否                   12.9（6.0）               25.8（7.9）    
  移植物有核细胞数                     0.115                     0.094
   \< 8×10^8^/kg        15.0（8.0）               16.2（8.6）    
   ≥ 8×10^8^/kg         36.7（8.8）               38.7（9.2）    
  移植后病毒感染或IFD                  0.269                     0.030
   否                   24.3（7.1）               20.0（6.8）    
   是                   38.5（13.5）              56.7（14.4）   

注：MSD-PBSCT：同胞全相合外周血造血干细胞移植；Cy：环磷酰胺；IFD：侵袭性真菌病

讨论 {#s3}
====

我们对51例接受MSD-PBSCT的获得性SAA病例进行了分析，预处理采用减量Cy联合Flu和ATG方案。结果发现Cy减量至150 mg/kg与减量至120 mg/kg相比较，OS、FFS以及植入情况相当，但Cy150组患者的GVHD累积发生率低于Cy120组。

强烈预处理方案能有效克服SAA移植排斥，MSD-HSCT患者的OS率达到77%\~95%[@b3]--[@b5]。但是预处理毒性常导致脏器功能不全、增加感染发生率，并进一步增加GVHD发生率，危及生命。一项多中心研究报道94例接受MSD骨髓移植的SAA患者，以200 mg/kg Cy+ ATG为预处理方案，Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD和cGVHD发生率分别为29%和32%，TRM为12%，主要死亡原因是感染和GVHD[@b5]。本组病例接受减量Cy的预处理方案，尽管移植物源于PBSC，长期随访仍然显示了相当的生存率（OS率为92.2%、FFS率为88.2%），Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD和cGVHD也能控制在14.0%和29.7%。韩国的一个allo-HSCT治疗儿童SAA的系列研究也显示将Cy剂量由200 mg/kg降至100 mg/kg后，TRM由37.0%降至5.3%，而移植排斥率仍维持在4.5%的低水平[@b7],[@b14]。

当然刻意减少Cy用量可能增加移植排斥风险，目前而言Cy最适剂量仍不确定。一项前瞻对照研究报道了17例接受MSD或相合无关脐血移植的儿童SAA患者，预处理方案是Cy（200 mg/kg或60 mg/kg）+Flu+ATG，结果全部3例发生移植排斥的病例均来自60 mg/kg Cy组[@b8]。美国一项无关供者骨髓移植的Ⅰ/Ⅱ期多中心研究（BMT STN 0301）报道，预处理方案是Cy+Flu+ATG+低剂量TBI，Cy剂量有150、100、50、0 mg/kg四个递减水平，结果较高量组（150 mg/kg）和无Cy组分别因极高的致死性预处理毒性和移植排斥发生率而终止试验；其他两组经短期随访（1年）显示，50 mg/kg组较100 mg/kg组疗效占优（OS率：97.4%对80.5%，移植排斥率：11.7%对14.6%）[@b6],[@b15]。我们的研究比较了两个减量水平的Cy联合方案，结果显示较高量（150 mg/kg）的Cy联合方案相对于较低量（120 mg/kg）而言，可以显著降低GVHD发生风险，而且并不增加预处理毒性及机会性感染风险，长期随访预期OS率有增高趋势，虽然差异无统计学意义。显然我们的结论与美国的Ⅰ/Ⅱ期试验截然不同，可能的原因除了移植物来源和供者来源不同之外，考虑美国这个无关供者移植的预处理方案中还包括了TBI，因此在联合较高剂量Cy后，脏器毒性增加。

Cy是SAA移植预处理不可或缺的药物。Cy在体内的代谢产物磷酸铵氮芥和丙烯醛能造成高增殖细胞（包括宿主免疫细胞）DNA交联而破坏[@b16]。因此大剂量Cy不仅发挥清髓效应以利移植物植入，而且能清除宿主免疫细胞而在一定程度上削弱了GVHD的发生基础。由此不难理解，在本组病例中，预处理使用较高量Cy（150 mg/kg）的患者GVHD累积发生率明显低于较低量组（120 mg/kg）；而且多因素分析也显示了较低量Cy可能带来GVHD高风险。

此外，与较低量Cy相比，较高量Cy预处理并不延缓或削弱移植后免疫功能重建。体现在Cy150组的病毒感染或IFD（免疫缺陷患者易感的机会感染）的发生率甚至略低于Cy120组、移植中后期（即免疫重建期）的感染发生率甚至也略低于Cy120组。因此，较高量Cy组患者表现出的感染发生率较低与GVHD风险较低相一致，进一步体现了较高量Cy预处理更利于移植后的免疫重建。这种免疫重建-GVHD-感染之间的关联也见于其他研究报道[@b7],[@b14]。

综上所述，我们的数据表明，Cy减量的ATG+Flu+Cy预处理方案可能改善获得性SAA患者的MSD-PBSCT疗效。尤其是在两个减量方案中，Cy为150 mg/kg的方案可能显著降低GVHD发生率，同时机会性感染风险也趋于降低。然而本研究是较小样本的回顾性研究，还需要多中心、随机对照试验来印证。
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